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Metoder for sekvensanalyse 



Foreliggende oppfinnelse er utskilt fra patents0knad 19986133 som omfatter en metode 
for DNA-sekvensering som inneholder folgende trinn: 



Forste trinn tar utgangspunkt i en ren DNA-populasjon bestaende av DNA-sekvensen 
som skal sekvenseres. DNA-molekylene kuttes/brekkes pa en uspesifikk mate slik at det 
dannes en populasjon med DNA-molekyler bestaende av biter (heretter kalt DNA-biter) 
av den opprinnelige sekvensen. 

Annet trinn bestar i a erstatte baseparene i DNA-bitene med 4 ulike DNA-sekvenser 
(heretter kalt DNA-fragmenter) som representerer hver av de fire basene adenin, cyto- 
sin, guanin og tymin. Der hvor det har vaert basepar A-T, settes det altsa inn "fragment 
A", C-G byttes ut med "fragment C" osv. Dermed genereres nye DNA-molekyler hvor 
den opprinnelige baserekkefolgen pa f.eks. ACGTT... erstattes med fragment A - 
fragment C - fragment G osv. Lengden pa disse fire DNA-fragmentene kan i prinsippet 
variere i lengde fra 2bp til flere hundre kbp (eller mer om onskelig), alt etter behov. 
Tilsvarende kan DNA-fragmentene inneholde reportergener og annen biologisk infor- 
masjon eller kun besta av sekvenser uten kjent biologisk funksjon. 

I tredie trinn avleses rekke&lgen av de fire typene DNA-fragmenter for hvert enkelt 
DNA-molekyl. Dermed firmer man baserekkefialgen i de opprinnelige DNA-bitene 
indirekte. 

I fierde trinn benytter et dataprogram overlappen mellom DNA-bitene til a sette sammen 
informasjonen fra trinn 3 til sekvensen pa DNA-sekvensene som ble brukt som utgangs- 
punkt. 

Foreliggende oppfinnelse omhandler sorteringsmekanismer til bruk ved sekvensanalyse. 



Presortering , . . innlede konverteringstrinnet med en presortering 

I mange sammenhenger kan det vaere en ^ "J™* 8 ™ kan ^ ford ele mal DNA' en pa 256 
med utgangspunkt i de ferste baseparene i ^^^^^™h*l« * DN A biter som 
reagensror. I det farste raret ^"^2 £ VO r de 4 neste baseparene 
begynner med AAAA og gjar dtsse ^^^^ blir ikke klargjort og Mgelig heller 
konverteres. DNA molekylene som ^^^ e ^ a e med DN A biter som begynner med 

ikke konvertert i neste trinn. I r OT .^XL^SomSTom 8 basepar: de fire ferste fordi man 
AAAC, osv. I avlesningstnnnet vil ^^^f^de fire siste er konvertert og kan avleses 
vet hvilket av 256 narene konvertenngen har loregatt, mens uc iu. 

direkte. 

D- ma «dl. understrekes a, presorting «^ J^— ^ . presisjon p» 
som 0ker med sterrelsen pa DNA molekylene. 

Presortering av 4 basepar pa en DNA chips a iternativ til a bruke 256 ulike r0r 

Presorteringen kan naturhgvts gjores pa ^^^^^^ fordelt pa 256 ruter pa en 
kan man bruke en strategi hvor man har 256 ubke P^ortermgs P hgr dfi 

DNA chips. I rate 1 er det presortertenngsadaptere med ^^^ ov ^ eng festes n i ^.i, GTTT 
overheng, osv. Denned vil DNA ^/^f^^l^SS DNA biL til underlaget, f.eks. 

rom. 




4) 



Si 



. • „ „a r»N A chins 0> Utgangspunktet er en DNA chips som 
Fig.32. Eksempel pft hvordan presorteringen ton ■•«■■*- XndingUete for en klasse IIS 

restriksjons endonuklease og et binduigssete for en "J*^ "^AAAA overhen g, rute 2 har AAAC overheng, osv. 
varierer fra rute til rute slik at rute 1 har P^f*™^^ streptevidin. 1) Presorteringen innledes med 

ADD rutene er i tiHegg dekket med et « W^MjjJ^gS,^ * J* ^ OV erheng pa 4baser. Disse 
atmalDNA'enkuttesiDNAbiterog^ 



bie klenow fylling for amerke ende* med butm ^ man med nS - og blunt en enzyme t £ dett 

Deretter festes enden til -d^""*"* overfieng l dN a biten so* ' 23SST5^ 

tilfellet illustrert med Fokl og , DraQ te * e som konverterer disse basene ^ ^Snnasjon om fire 
basene. 4) Denned kan man ^^^^Lxnsscanner. Ved avlesmgen * g^ilag av 
raolekylenc rettes sa ut og ^^^^ ene ende, og deretter informasjon om de fire neste p grunn ag 
baser pa grurmlag av posisjonen til UNA mow y 
signalkjeden i den andre enden. 



Det ma viaere preaia^v- r ~ „rf 0 «nopn kan oesa unwes 1 uwc 

fester signalkjeder til mal DNA* en 



256 Grovsorteringsruter 



Finsortermgsrute nr256 1 
gfovsorteringsrute nr256 




Grovsorterings- Finsorterkgs- 
adapter adapter 
' t trinn DNA chipsen er grovinndelt i 

X^^^^ . p rtringen 

Fig .33 Ulus^renDNAchip^^ 
irmledesmedabehandle^^ 

ligere DNA bitenes ender med adaptere ™*oMnc kuttes fordeles 
restriksjonseudonuklease som kutter * j^^g^ del tilsettes ligase med egnet buffer. I 



endonukleasene, f.eks. Fokl -f^^^^ 

grovsorteringsadapterene idet det daim«« °J? restriksjons endonukleasen lager et overheng med 
Samtidig klargjores finsortenr^sadapterene ved £^£4 vil DN A bitene fibres 

utgangspunkt i de fire variable basene. Nar det i neste trmn , x vil det Vaere feste t DN A 
Shver i S—ngsrute 256 vil 

biter som begynte med AAAA AAAAm 
vaere DNA biter som begynte med TTTl 

E„ potensiell kilde til feilsortertag i det ^S^^^ * 

v« kunne fungere som ^^ S »^T g T— S^teren som gjar a. kan tone 

De ulikeprir.i^ner.vn.ove^or^.^o^ ^"^^0^ 
f.eks. gore de 256 ferste i reagensrar, ^^*^^ 4 £ p si* som foreslW i fig •■ Ved 

sekvensen. 

aresortering basert pa hybiWisering ligeringer av overheng, er a basere 

Et altemativ til presortenngsstmtegiene °™™™ h Z° T ™ ^ man hy bridisere enkelttrMig mal DNA 

Dermed inneholder chipsen alle permutasjoner av 8 baser. 
Etterahahybridiser^^^^ 

sekvensbiten pa mal DNA en som har ^^6" ^ sekvensbitens posisjon kan 

vellykket rekonstruksjon av den totale mal sekvensen. 

• , „ t»n rlet vsre en fordel a forankre de hybridiserte 
Hvis DNA bitene ved ovennevnte strategy er ^ teknikker er kjent i faget. F.eks. kan 

"Fremgangsmate for DNA sekvensering" ogsa brakes. 




1) Hybridiser 
malDNA 



2) Polymerase 
ekstensjon 




Ham til sekvensenng 



nedenfor: 



2) 



3) 



4) 




° f ks 8 10 baser 2) En DNA bit med et 
n utgangspunktet er presortermgsadaptere ^ basene komplementerer de 4 

" 4 baser kan denned ^'^S, utfores en polymerase ekstensjon. 
imerste basene P&presortermgsadapterensove*ei^J 3, ^ n av presorteringsadapterens 
CSnv^en for en vellykket Poly"^'?^^.^^ en primer. 4) En vellykket 
^SU kompiementererDNA tf£ £ - ^e kornpUnterer de 8-10 basene som 



Andre presorteringsstrategi ' F eks. kan samtlige av konverteringsprinsippene orntalt i 



Generell defmisjon av en ^^s^te^^manbl.a. avlede folgende generelle 
Med utgangspunkt i de ovenstaende strategiene ^ 

sekvenseringsstrategi: 

veSSe adresJ pa en DNA chips avheng* » » j™^^ ^ f. ek s. festss til adresse 
SL^Lnplasseresiden^emalsekvensen. 

D HA biteae o g n» DNA'eil *. bade enkCttadige, dobbettradige eg «p^ ^ 

"Fremgangsmate for DNA sekvensenng". 



Reportergener, cis-regulatoriske ^Scke avlesningsmuligheter. I sted 

Som tidligere nevnt apner konvertermgen L S1 ^^ g X mp i a ter for fluorescerende prober, er 
for a bygge opp DNA kjeder som brukes s « m ^f^f \ s J e gulatoriske elementer, o.l. De 
det muUgW DNA kjeder som: -f^^S^res S i celler som sa gjor 
konverterte DNA bitene kan deretter de tekteres. 
informasjonen i DNA kjedene om til fysiske signaler som 
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Fremgangsmater for sortering av DNA til bruk ved sekvensanalyse. 



